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【背景・目的】 
 Runt-related transcription factor 2 （Runx2）は、Runxファミリーに属する転写制御因



































いて、間葉系幹細胞マーカーSca1 を用いて cell sorter により Prx1+Sca1+細胞を分取し培
養し、CFU-Fアッセイにより自己複製能を、また骨芽細胞および脂肪細胞へ分化誘導し、

























Glioma細胞におけるRunx2発現解析：ラット由来 C6 glioma細胞およびヒト由来 glioma
細胞において、Runx2 m-RNA およびタンパク発現を Real-time PCR 法および Western 
blotting法により解析した。 
C6 glioma 細胞における Runx2 ノックダウンの影響：siRNA の導入により Runx2 をノ
ックダウンした C6 glioma細胞において、MTTアッセイおよび BrdU取り込み能を測定
し、細胞増殖能への影響を評価した。 
C6 glioma 細胞における ATP 曝露による細胞内 Ca2+動態の検討：C6 glioma細胞にカル
シウム蛍光指示薬 Fluo-3を取り込ませ、Fe2+または Zn2+存在下で ATP を添加し、Fluo-3
の蛍光強度を、共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した。 
カルシウム特異的試薬に対する Zn2+の反応性の検討：C6 glioma細胞にカルシウム蛍光
指示薬 Fluo-3を取り込ませ、Fluo-3の Ca2+および Zn2+の反応性を、Fluo-3 の蛍光強度変
化により評価した。また、Ca2+キレーターEGTA の Zn2+との反応性について評価した。 
亜鉛特異的試薬に対する Ca2+の反応性の検討：NMDA受容体強制発現 HEK293 細胞に
カルシウム蛍光指示薬 Fluo-3 を取り込ませ、Glycine 存在下で Gluを曝露し、細胞内へ
Ca
2+を流入させた後、Zn2+キレーターTPEN を添加し Fluo-3 の蛍光強度より、TPEN の
Ca
2+との反応性を評価した。また、C6 glioma細胞に亜鉛蛍光指示薬 FluoZin-3 を取り込
ませた後、CaCl2存在下あるいは非存在下で ZnCl2を添加し、FluoZin-3 の蛍光強度の変
化を共焦点レーザー顕微鏡により観察し、蛍光指示薬 FluoZin-3 の Zn2+との反応性につ
いて検討を行った。また、 Zn2+キレーター N,N,N',N'-tetrakis-. (2-pyridylmethyl)- 
ethylenediamine (TPEN)を添加し Zn2+との反応性について検討を行った。 
亜鉛トランスポーターの発現解析：C6 glioma 細胞および神経幹細胞株 P19細胞、神経
細胞株 Neuro2A細胞、ミクログリア細胞株 BV2細胞において、亜鉛トランスポーター
である Slc30aファミリ （ーSlc30a1~Slc30a10）および Slc39aファミリ （ーSlc39a1~Slc39a14）






+細胞における解析： CFU-F アッセイの結果、Prx1+Sca1+細胞では Prx1+Sca1-











CD90 陰性の細胞の中には CD61、CD105 が陽性の細胞と陰性の細胞が混在していた。
また、CD61陽性の細胞の多くは CD105陽性であり、CD61陰性の細胞には CD105陽性
の細胞と CD105陰性の細胞が混在していた。 
















系の細胞マーカーである CD45陰性、血管内皮細胞のマーカーである CD31 陰性、赤血
球のマーカーである TER119 陰性の細胞にわずかながら Prx1 陽性の細胞が含まれてい
たが、骨髄より調整した CD45-CD31-TER119-細胞には Prx1 陽性の細胞は認められなか
った。また、骨組織から調整した細胞中には CD45-CD31-TER119-細胞の 0.07%という非









Glioma細胞における Runx2 発現解析：Western blotting の結果、C6 glioma細胞には初代
培養アストロサイトと比較して Runx2が高発現していた。また、Western blotting および
Real-time PCRの結果、ヒト Glioma細胞においても RNAおよびタンパク質レベルでの
Runx2の発現が認められた。 
C6 glioma細胞におけるRunx2ノックダウンの影響：MTTアッセイの結果、Runx2 siRNA
導入により Runx2をノックダウンした C6 glioma 細胞では siRNA導入 24、36、48、60
時間後の MTT還元活性が control 群と比較して有意に低下していた。また、Runx2 siRNA
群では、control siRNA導入群と比較して、BrdU取り込み能が有意に低下していた。 
C6 glioma 細胞における ATP 曝露による細胞内 Ca2+動態の検討：control 群では 1 mM
および 10 mM の ATP の添加によって Fluo-3 の蛍光強度の上昇が認められたが、ZnCl2
存在下では経時的な Fluo-3 の蛍光強度の上昇がみられ、ATP 添加による効果は確認す
ることができなかった。 
カルシウム特異的試薬に対する Zn2+の反応性の検討：Zn2+の添加によって Fluo-3 の蛍
光強度の経時的な上昇が認められ、この蛍光強度上昇は Ca2+の有無に関わらず認められ
た。その後の Zn2+イオノフォア pyrithione を添加によって、Zn2+存在条件下においてさ
らなる Fluo-3の蛍光強度の上昇が認められたが、Ca2+のみの条件では Fluo-3の蛍光強度
に変化は認められなかった。さらに Ca2+イオノフォア A23187 を添加では、Ca2+のみの
条件で Fluo-3の蛍光強度の上昇が認められたのに対して、Zn2+存在条件下ではさらなる
Fluo-3 の蛍光強度の上昇は認められなかった。EGTA 非存在下で見られた Zn2+による
Fluo-3 の蛍光強度上昇は EGTA存在下では全く認められなかった。 
亜鉛特異的試薬に対する Ca2+の反応性の検討：Ca2+が流入した HEK293 細胞に Zn2+キ
レーターTPENを添加したところ、0.2 mM、2 mMのいずれの濃度においても、Fluo-3
の蛍光強度に変化は認められなかった。 
また、FluoZin-3 を取り込ませた C6 glioma 細胞に Zn2+の添加したところ、FluoZin-3 の
蛍光強度は Ca2+の有無に関わらず、経時的に上昇した。その後、Zn2+イオノフォア
pyrithione を添加すると蛍光強度が上昇し、さらに Ca2+イオノフォア A23187を添加して
も蛍光強度の上昇は認められなかった。また、EGTA 存在下で Zn2+を添加した際には、
Zn
2+イオノフォア pyrithione、Ca2+イオノフォア A23187を添加しても、FluoZin-3 の蛍光
強度の上昇は認められなかった。 
Zn
2＋および Ca2+と反応する可能性が示された Fluo-3 を負荷した C6 glioma 細胞に Zn2+
を添加しその後に Zn2+イオノフォア Pyrithione を加えたところ、Fluo-3 の蛍光強度は上
昇した。さらに Zn2+キレーターTPENを添加したところ Fluo-3の蛍光強度は低下したも
のの、基底状態までは下がらなかった。しかし、Zn2+を特異的に認識する可能性が示さ
れた FluoZin-3 を負荷した C6 glioma 細胞では、Pyrithione の添加により上昇した
FluoZin-3 の蛍光強度は TPENを加えることにより基底状態まで低下した。 
亜鉛トランスポーターの発現解析：q-PCRの結果、いずれの細胞株にも亜鉛トランスポ












また、神経膠腫において Runx2 が高発現しており、その Runx2 は細胞の増殖に関与
している可能性が示された。細胞増殖を制御している可能性のある細胞内 Ca2+濃度を
Zn
2+の蓄積が考えられる glioma細胞で評価するために、各カルシウム特異的試薬の Zn2+
との反応性について検討したところ、カルシウム特異的試薬は Zn2+とも反応する可能性
が示された。しかし、亜鉛特異的試薬の Ca2+との反応は認められなかった。イオンの形
で亜鉛が多く存在している環境にある細胞において、細胞内の Ca2+の流入を検討しよう
とした場合、カルシウム蛍光指示薬と Zn2+との反応に留意する必要がある。癌細胞にお
いても亜鉛トランスポーターの発現が確認されており、腫瘍組織の周囲には Zn2+が存在
し腫瘍の増殖や浸潤に関与している可能性があるため、細胞内への Ca2+の流入を検討す
る際には注意する必要があり、より Ca2+を特異的に認識できるツールが開発されること
に期待したい。 
最後に Runx2 は骨形成だけでなく神経膠腫をはじめとした癌細胞の増殖にも重要な
役割を果たしているにもかかわらず、現在 Runx2 の機能を調整することができる医薬
品は開発されていない現状にあり、本研究が今後の Runx2 を新たな治療ターゲットと
する医薬品開発研究に貢献できることを期待したい。 
 
